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The development of cross-resistance to many natural anticancer drμgs, termed Multidrug 
resistance (MDR), is one of the major reasons that lead to failure of cancer chemotherapy . This 
type of MDR is often associated with over-expression of the MDR1 gene product, P-glycoprotein 
(Pgp), a mμltifunctional drμg transporter. However, the regulation of MDR1 expression is largely 
unclear. Wnt signaling pathway is involved in development, differentiation, apoptosis, and 
homeostasis. Wnt signaling pathway has been shown to regμlate MDR1 in breast cancer，and in 
early colorectal carcinogenesis TCF/β-Catenin complex，the most important complex in Wnt 
signal pathway, transactivate the Multidrug resistance. The aim of this study was to investigate the 
role of hPygopus2,a key protein in Wnt signaling pathway, transcription factors in regμlating the 
MDR1 gene expression. The expression level of hPygopus2 in MCF7/ADR cells was higher than 
that of the MCF7 cells using Realtime-PCR and Western blot analysis. Luciferase assays showed 
that the transcription of MDR1 expression is stimμlated by hPygopus2 overexpression. Moreover, 
both MDR1 expression and Adriamycin resistance in MCF7/ADR cells were reversed by 
hPygopus2 knockdown. Importantly, hPygopus2 coμld bind the FoxO-binding site as well as the 
TCF/LEF-binding site to transactivate the expression of the MDR1. In conclusion,hPygopus2 is a 
novel transcriptional activator of MDR1，which exerts its function via β-catenin/TCF in Wnt 
signaling pathway and with β-catenin/FoxO in FoxO signaling pathway. 
























1.1 Wnt 信号 rp/m 导通路 
1.1.1 引言  
Wnt 信号通路（果蝇中的 Wg 信号通路）是一类在发育上保守的信号通路，
在动物发育和组织形成后的动态平衡中，具有重要的功能[1,2]。Wnt 信号 rp/m 导
通路主要分为 2种类型,（1）经典的Wnt信号 rp/m导通路（canonical Wnt/β-catenin 
pathway）,通过 β-catenin 核易位，激活靶基因的转录活性；（2）非经典的 Wnt
信号通路：Wnt/PCP(planar cell polarity pathway)和 Wnt/Ca2+信号通路,此通路可
诱导细胞内 Ca2+浓度增加并激活 Ca2+敏感的信号 rp/m 导组分，如依赖钙调蛋
白的蛋白激酶Ⅱ、钙调蛋白敏感的蛋白磷酸酶和活化 T 细胞核因子 NF2AT。





1.1.2 经典 Wnt 信号 rp/m 导通路概述  
经典 Wnt 信号 rp/m 导通路，通过关键因子 β-catenin（果蝇中为 Armadillo）
对靶基因转录进行调控。在没有 Wnt 信号的情况下，由 GSK3beta、Axin、APC、
CK1、PP2A 组成的降解复合体（destruction complex）对 β-catenin 的磷酸化从
而降解胞浆内的 β-catenin，使 β-catenin 保持较低的蛋白水平。当细胞信号分子
通过与跨膜的 Wnt 受体（如 Frizzled 等）结合，Axin 从该蛋白复合体中脱离，
降解复合体由此解散，β-catenin 不再被降解，当胞浆内的 β-catenin 蛋白水平聚
集到一定程度后，进入细胞核，进入核内的 β-catenin 与 T 细胞因子/淋巴细胞增


















图表 1-1 Wnt 信号通路示意图，分别为无 Wnt 信号刺激和有 Wnt 信号刺激时经
典 Wg/Wnt 信号通路情况  
Figure1.Schematic of canonical Wg/Wnt signaling. In the absence of Wnt signaling 
（left panel）. In the presence of Wnt signaling （right panel）  
 
1.2 Pygopus2 研究概述 
1.2.1 Pygopus2 的发现 
2002 年在对果蝇的研究中发现了 Pygo（Pygopus），Konrad Basler 课题组在
发现了和 β-catenin 连接的 Legless 后，运用酵母双杂交的方法筛选到了与 Leg
相连的新蛋白即 Pygo[7]。 
同年的 5 月 Mariann Bienz 课题组在果蝇中持续过表达 Armadillo，通过对
120，000 只果蝇进行的筛选，发现有两个新的等位基因 S28 和 S123 是新的致
死型抑制基因，将其命名为Pygo（Pygopus）。这两个等位基因杂合子表型和dTCF
杂合子基因的表型一样，都对过表达的 Armadillo 有抑制作用，因此 Pygopus
被推断为是果蝇中 Wingless 信号通路中的正向调控蛋白。其后通过 BLAST 在
数据库中检索发现了人源和鼠源的基因中有两个类似基因，分别根据 C 端序列
的不同命名为 hPygo1 和 hPygo2，mPygo1 和 mPygo2 [8]。 
同年的 12 月，Xinhua Lin 课题组于果蝇中再次筛选到 Pygopus 基因，验证















似[9,10]，敲除 Pygo 还会导致果蝇胚胎致死，胚胎表现出来的表型也和 Wnt 信号
通路中主要蛋白突变后的表型相似，从而再次从遗传学的角度验证了 Pygopus
是 Wnt 信号通路中的一员。 
 
1.2.1 Pygo2 与 Wnt 信号通路 
根据目前的研究，果蝇中 Pygo 的作用远远大于其在高等脊椎动物中的作
用，因此，大量的研究都是在果蝇这个模式动物上进行的。 




主要参与在 wnt 经典信号通路中，对发育有重要作用[10-12] ，BCL9 被证实是一
个接头蛋白连接 Pygo2 和 β-catenin，它本身并没有转录激活功能[13,14]。同时在
wnt 高表达的肿瘤细胞系内也可检测到 Pygo2 的类似作用[15,16]。 
 
1.2.2 Pygo 的结构 
Pygo 是一个核蛋白。果蝇中的 Pygo 富集甘氨酸，脯氨酸和甲硫氨酸，共
有815个氨基酸。Pygo蛋白有两个独特的保守区域，一个是N端同源序列（NHD，
N-terminal homology domain）和 C 端 PHD（plant homology domain），它是一个
锌指结合蛋白（C4HC3），结构上和具有特定结合功能的 RING、MYND、FYVE、
ZZ 和 LIM 相似，如 RING 的结构是 C3HC4，LIM 的结构是 C2HC5 [17-19]。这
两个结构域对 Pygo 蛋白功能的发挥都相当重要。  
目前研究的比较清楚的是 Pygo 的 PHD 结构域的结构。PHD 结构域的三级
结构中包括 α-螺旋、β-折叠等结构，两个锌离子在里面起到稳定二级结构的作
用。比较人和小鼠的 Pygo 基因可以发现，Pygopus1 具有完全一致的同一性，
而 Pygopus2 只有 84%的序列同一性，其中 PHD 结构域是高度保守区域。PHD
结构域的部分氨基酸突变不仅影响 Pygo 的二聚体形成，而且也影响其和
Lgs/BCL9 的结合[20]。目前广泛认为的观点是，Pygo 的 PHD 结构域可以和















PHD 结构域有增强 Wnt 经典信号通路下游靶基因转录活性的功能[21]。无论体内
还是体外， PHD 结构域表面的四个保守位点对 Pygo 与 Bcl9 结合都是必须的。
此外，这四个位点对哺乳动物细胞中与 DNA 结合的 Pygo 发挥转录活性以及拯
救 Pygop 突变的胚胎都至关重要[22]。最近的研究还表明，即使删除了 Pygo 的
NHD 结构域，PHD 仍然单独的具有一定的转录活性[23]。 
Pygo 的 NHD 结构域是 Pygopus 所独有的结构域，具体功能尚不清楚。NHD
区域目前主要认为是具有转录激活的功能。在哺乳动物 293T 细胞中，把果蝇的
NHD 与 GAL4 的 DNA 结合区域相连或与 dTCF 相连时，可以激活下游报告基
因的转录把果蝇 [24]，当突变 NHD 区域的保守氨基酸时，其转录活性会消失，
这表明当 NHD 结构域直接与 DNA 结合域融合后会有转录激活的效应。进一步
研究发现，报告基因的激活高度依赖于 NHD 结构域的一段保守的 NPF 氨基酸
序列。在果蝇中，无论 Wg 信号存在与否，NHD 区域的存在对于 dPygo 和 dTCf
的相互作用是必要的，因此 Pygo 可能存在 Wg 非依赖性的作用途径[25]。NHD
结构域如何在依赖 β-catenin 和不依赖 β-catenin 的情况下激活基因转录，其具体
机制仍有待研究。最新研究表明 Mediator complex 中的成员 Med12 和 Med13，
在果蝇中编码 Kohtalo 和 Skμld 蛋白，Pygo 的 NHD 结构域与这两种蛋白有相
互作用。而 Mediator complex 本身具有直接结合 RNA 聚合酶Ⅱ，招募其定位到
DNA 上进行下游基因的转录的功能，因此 Pygopus 有可能是通过这种机制调控
下游 Wg 靶基因转录[26]。目前对于 NHD 区域具体功能的研究仍在探索中。  
 
图表 1-2 在核内，Pygopus 与 β-catenin 通过 Legless/BCL9 相互作用  
Figure 1-2 Pygopus interactive with β-catenin throμgh Legless/BCL9 
 
1.2.3 Pygo2 与乳腺癌的关系 















腺组织中参与 Wnt 信号途径，而在皮肤，肠道中可能不参与。 
Pygo2 在正常成体细胞的胞浆中通常保持较低水平,研究发现其在乳腺癌细
胞中的表达普遍高于正常的乳腺细胞系，而 Pygo1 的表达量却没有太大的差别。
在乳腺癌细胞中，细胞核中的 Pygo2 中的高表达量与细胞浆内的 β-catenin 的高
水平表达的趋势是一致的，敲除 Pygo2基因，Wnt信号经典通路下游基因 cyclinD
表达量的下降，Pygopus2 对于 Wnt 靶基因 Cyclin D1 的表达和乳腺癌细胞生长
是必需的。这说明在乳腺癌细胞中，Pygo2 的功能是发挥在经典的 Wnt 信号通
路中[29]。 
 
1.3 Multidrug resistance 1（MDR1）研究概述 
1.3.1 MDR1 功能概述 
化疗是目前治疗肿瘤最有效的方法，然而肿瘤细胞的广谱耐药性是化疗的
主要障碍。肿瘤细胞能够过量表达能将药物排出体外的跨膜 rp/m 运蛋白，其中
最重要的跨膜蛋白之一便是由 Multidrug resistance 1（MDR1）基因所编码的大
小为 140 kDa 的跨膜蛋白 P-糖蛋白（P-glycoprotein,又名 ABCB1） [30]，
P-glycoprotein 被认为属于 ATP 结合盒 rp/m 运蛋白家族  [31] , 这是由于
P-glycoprotein 与细菌主动运输蛋白结构同源[32-34]，它有 ATP 酶活性[35],能双向
运输药物，并且依赖于 ATP 与药物结合[36,37]。在肝脏中，MDR1 把药物从血液
中泵入肝细胞中，经肝细胞分解后，又从肝细胞中随分泌出的胆汁排出肝细胞。








位置为：TM1 (52–69), TM2 (118–135), TM3 (187–206), TM4(214–231), TM5 















(858–875), TM11 (937–954), and TM12 (974–991). （图表1-3） 
 
图表 1-3 P-糖蛋白在细胞膜上的二级结构模型。 
Figure 1-3 Secondary structure model of P-glycoprotein on the membrane. 
 
1.3.3 MDR1 启动子上重要的启动元件 
MDR1 在基因转录和蛋白翻译过程中受到多种调控，各种转录激活蛋白结
合在 MDR1 的顺式转录元件上（图表 1-3）来激活 MDR1 的表达，由于缺乏
TATA-box[38]，并且含有一个名为 INR 的起始元件[39]，人源的 MDR1 与鼠源的
MDR1 十分不同。INR 由连续的 Py-Py-A(+1)-N-(T/A)-Py-Py 组成[40]，在主转录
起始位点上起着关键的作用[41]。瞬时转录研究表明位置处于从-6/11 的基因序
列就可正确启动 MDR1 转录起始 [39] 。各种转录因子如： Sp1,nuclear 
factor-Y,activator protein-1(c-Fos and c-Jun), p53, hypoxia-inducible factor-1αand 
Y-box-binding protein-1 bin 主要是结合在人 MDR1 基因启动子的近端区域来调
节蛋白的表达，其中 MDR1 启动子上的反向激活区（Y-box，-82/-73）[42,43,44]
和 C/EBPβ结合区（-148/-140）十分重要[45]。 
各个转录元件的简介：1. GC-box，研究表明人源 MDR1 起始位点从-56/-45
的序列富含碱基 GC 称之为 GC-box，转录因子 Sp1 结合于此[46], Sp1 大小为 105 
KDa，属于组成型蛋白，大量存在于细胞中，结合在缺乏 TATA-box 的启动子上
激活基因表达[47]。2. Y-box，CCAAT 元件又称 Y-box 位于-79/-75，正义链方向
序列为 CCAAT，反义链方向为 ATTGG, 三分之一的启动子含有 Y-box，而绝大















导 MDR1 的表达[48]，另外一些研究发现 NF-Y 最有可能结合在 Y-box 以激活人
源 MD1 的表达[49,50]。突变研究证明 Y-box 和 GC-box 附近的区域可能合作共同
调节人源 MDR1 的表达[49],文献报道紫外照射后，对于激活 MDR1 的表达，Y-box
和 GC-box 都起到了关键作用[51]。3.p53 元件，大量的数据报道到野生型的 p53
是 MDR1 的抑制因子而突变型的 p53 却是 MDR1 的激活因子[52]，这也许是因
为突变型的 p53 失去了原来的抑制作用[53,54]。然而又有一些文献报道野生型的
p53 是 MDR1 的激活因子[55],这矛盾解释为 p53 的广谱作用和实验条件的不同。
p53 介导的 MDR1 的转录激活位点位于-39/+53 之间，但目前为止并没有发现连
续的 p53 结合位点，所谓的连续的 p53 结合位点是指两个一半的 p53 结合位点，
每半个都包括两个重复的核苷酸序列[56]。4.CAAT 元件， NFκB/p65 和 c-fos 形
成复合物结合在 CAAT 元件上（碱基位于-116/-113），起着负调控作用。5.C/EBP
元件，C/EBP 蛋白家族参与许多基础基因和组织特异性基因表达的调控。
C/EBPβ 也称为 NF-IL-6 正调控人源 MDR1 的表达[57]，C/EBPβ 结合位点位于
MDR1 启动子上游-315/-285。6.热休克元件 (HSE)，研究表明热休克不仅能上
调 mRNA 的水平，而且转录激活 MDR1 的表达水平[58]。MDR1 启动子上不只
一个热休克元件，其中一个热休克蛋白结合在 MDR1 启动子-99/-66 位置上，另




这 7 个位点就分布于转录起始位点-1813 到-261 的位置上，在 1，2，3 和 5 号
位点上发现 β- catenin 与 TCF4 形成复合物共同激活 MDR1 的表达，而 4，6 和
7 号位点却没有发现 β- catenin 的存在[60]，具体位点如下： 
1 号位点（-275/-261）       AACTTTGAAAGACGT 
2 号位点（-419/-405）       ACCTTTGAAAAGGCT 
3 号位点（-580/-566）       CACTTTGAAATAGCA 
4 号位点（-964/-950）       CACTTTGTTTTTTAC 
5 号位点（-1017/-1003）     GGCTTTGAAGTATGA 
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